免疫系统常常被赋予两种截然不同的功能，对外来感染性病原体等表现出强烈的免疫应答和排斥反应，而对自身抗原表现出完全的无反应或忽视。那么，对源于自身的肿瘤细胞，免疫系统应该表现出怎样的反应？何以在看似正常的个体中产生肿瘤？70年代提出的免疫监视学说不能很好地解释这种对立的现象。新近的免疫编辑学说认为，肿瘤免疫可分为3个阶段：免疫清除、免疫平衡和免疫逃逸。在肿瘤发展的早期，只能对那些免疫原性强的肿瘤细胞表现出清除作用，同时"筛选出"免疫原弱的肿瘤细胞，使其成为肿瘤的优势细胞，进一步增殖，达到免疫平衡、免疫逃逸。在后期的阶段，肿瘤细胞通过分泌细胞因子，直接抑制机体的免疫功能; 或者，诱导产生如调节性T细胞等抑制性细胞^\[[@b1],\ [@b2]\]^。因此，如何全面、真实地反映免疫功能依然是难题^\[[@b3]\]^。本研究选择晚期肺癌患者，除了研究T、NK、B细胞外，也测定了调节性T细胞，并结合体外的杀瘤活性、机制以及PPD等体内检测，以期能系统地评价患者的免疫功能，为适时的临床干预提供依据。

1. 材料和方法 {#s1}
=============

1.1. 研究对象 {#s1-1}
-------------

收集2009年1月-2009年6月中国医科大学附属第四医院住院的晚期肺癌患者40例，其中男性20例，女性20例，所有病人均经病理组织学或细胞学检查确诊，其中鳞癌5例，腺癌30例，腺鳞癌3例，小细胞肺癌2例。根据AJCC第6版肺癌临床分期标准进行分期，Ⅲ、Ⅳ期判定为晚期，年龄46岁-67岁，平均年龄（57.5±9.3）岁。所有病例均无糖尿病、严重感染及其它与自身免疫相关疾病，且3个月以内未接受过化、放疗及免疫治疗。健康人对照组为中国医科大学附属第四医院体检中心的健康志愿者20例，男性10例，女性10例，年龄43岁-61岁，平均年龄（53.4±5.5）岁。

1.2. 主要仪器和试剂 {#s1-2}
-------------------

流式细胞仪为美国BD公司生产，型号FC-500-MPL。抗CD3-FITC/CD4-APC/CD8-PE/CD45-PerCP单克隆抗体和抗CD19-APC/CD3-FITC/CD16-PECD56-PE/CD45-PerCP单克隆抗体四色试剂盒、抗CD4-FITC/CD25-PE/FOXP3-APC单克隆抗体试剂盒、IFN-γ/IL-4检测用试剂盒、FITC标记的穿孔素、PE标记的颗粒酶荧光抗体、佛波酯、离子霉素、莫能霉素、破膜剂、溶血素均购自美国BD公司。CO~2~培养箱，酶标仪为Anthos公司生产，型号Anthos 2010 SW-Version 1.8。

1.3. 方法 {#s1-3}
---------

### 1.3.1. 免疫细胞计数 {#s1-3-1}

取病人及健康人外周肝素抗凝血2mL，采用SysmexK-21全自动血细胞分析仪进行血常规测定。

### 1.3.2. 体液免疫测定 {#s1-3-2}

取病人及健康人外周肝素抗凝血2mL，静置，4 000 rpm离心10 min分离血清，用散射浊光计免疫法测定血清免疫球蛋白和补体水平。

### 1.3.3. 外周血T、B、NK细胞比例测定 {#s1-3-3}

用流式细胞术测定，具体方法如下，各取外周肝素抗凝全血50 μL加入两个流式管中，分别加入抗CD3-FITC/CD4-APC/CD8-PE/CD45-PerCP、抗CD19-APC/CD3-FITC/CD16-PE CD56-PE/CD45-PerCP荧光抗体各20 μL，混匀，避光静置20 min后各管加入溶血素450 μL，混匀，避光静置15 min，用流式细胞仪分析T、B、NK细胞在全血细胞中所占的比例。

### 1.3.4. 调节性T细胞测定 {#s1-3-4}

用流式细胞术测定，具体方法如下，取病人及健康人外周肝素抗凝血各2 mL，分离外周血单个核细胞，调整细胞浓度为1×10^7^/mL，取100 μL加入抗CD4-FITC/CD25-PE荧光抗体20 μL，4 ℃避光静置30min，加Flow cytometry staining buffer（流式细胞染色液）2mL洗涤，离心5 min，弃上清，加固定/透膜剂1 mL，4 ℃避光静置30 min，加破膜剂2 mL，离心5 min，弃上清; 加抗FOXP3-APC荧光抗体20 μL，4 ℃避光静置30 min，加破膜剂2 mL洗涤，离心5 min，弃上清，加流式细胞染色液2 mL洗涤两次，加0.5 mL细胞染色液重悬细胞混匀，用流式细胞仪分析调节性T细胞比例。

### 1.3.5. 细胞内细胞因子及穿孔素及颗粒酶测定 {#s1-3-5}

用流式细胞术测定，具体方法如下，取病人及健康人外周肝素抗凝血各500 μL，加入RPMI-1640培养液500 μL、莫能霉素5 μL（1 mg/mL）、佛波酯20 μL（1 μg/mL）、离子霉素20 μL（20 μg/mL），37 ℃温度下5%CO~2~培养箱培养4 h，PBS洗涤两遍，离心5 min，小心吸弃上清，混匀; 取样500 μL，加CD3-PerCP、CD8-APC各20 μL，室温避光孵育15 min，加溶血素2 mL，室温避光孵育10 min，离心5 min，弃上清，加FACSLysis（通透剂）0.5 mL，室温避光孵育10 min，加含0.5%BSA的PBS液2 mL，离心5 min，弃上清; 加IFN-γ/IL-4试剂盒抗体20 μL或FITC-抗穿孔素抗体、PE-抗颗粒酶抗体试剂各20 μL，室温避光孵育30 min，加PBS（含0.5%BSA）2 mL洗涤一次，后离心5min，弃上清，加PBS 0.5 mL重悬细胞，用流式细胞仪分析细胞内细胞因子及穿孔素及颗粒酶表达水平。

### 1.3.6. 体外细胞毒性实验 {#s1-3-6}

用MTT法测定，具体方法如下：靶细胞（肺癌细胞株A549及胃癌细胞株GM823均购于上海中科院细胞库）用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液，于37 ℃、5%CO~2~培养箱中孵育，用胰酶消化传代，选对数生长期的肿瘤细胞，调整细胞浓度为8×10^4^/mL，加入96孔板中，每孔100 μL，37 ℃、5 %CO~2~培养箱中培养4 h贴壁生长。将病人及健康人外周静脉血单个核细胞作为效应细胞（方法同1.3.4），按效:靶比20:1加入，共同培养48 h，每孔加入5 mg/mL MTT溶液20 μL后继续培养4 h。后离心5 min，小心吸弃上清，每孔加入150 μL DMSO溶液震荡混匀，酶标仪测定每孔570 nm光密度值（optical density, OD），计算抑制率。抑制率（%）=1-（杀伤组OD值-效应细胞对照组OD值）/肿瘤细胞对照组OD值×100%。

### 1.3.7. 体内细胞毒性试验 {#s1-3-7}

用结核菌素试验方法测定，即将PPD（人型结核菌素纯蛋白衍生物）0.1 mL注射到人体前臂曲侧中上部1/3处皮内，观察72 h反应，以硬结小作为判断反应的标准：无硬结或硬结直径≤4 mm为阴性; 5 mm-9 mm为弱阳性; 10 mm-19 mm为阳性; ≥20 mm或虽 \< 20 mm但局部出现水泡和淋巴管炎等均为强阳性。

### 1.3.8. 细胞增殖测定 {#s1-3-8}

取病人及健康人外周静脉肝素抗凝血5 mL，通过淋巴细胞分离液分离单个核细胞，加入含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液，调整细胞浓度为1×10^7^/mL，加入抗CD3抗体50 μL，共培养4 d，每24 h用0.4%台盼蓝染色记数活细胞，以时间为横坐标，细胞数为纵坐标绘制细胞生长曲线。

1.4. 统计学处理 {#s1-4}
---------------

实验数据用SPSS 11.0统计软件分析，检测结果以Mean±SD表示，除体内细胞毒性试验结果进行χ^2^检验外，其它数据均采用*t*检验，*P* \< 0.05表示差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 免疫细胞绝对计数的比较 {#s2-1}
---------------------------

20例晚期肺癌患者外周血白细胞总数及淋巴细胞、单核细胞绝对数明显低于健康对照组，两者有统计学差异（*t*分别为6.49、6.05、4.80，*P*分别为0.006、0.028、0.046），而晚期肺癌患者外周血中性粒细胞绝对数与健康对照组无统计学差异（*t*=1.67, *P*=0.217），结果见[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}。

![正常人及晚期肺癌患者外周血免疫细胞绝对数的比较（×10^9^）\
Comparisons of the absolute nucleated cell counts between advanced stage of lung cancer patients and healthy individuals (×10^9^)](zgfazz-13-4-331-1){#Figure1}

2.2. 体液免疫各项指标的比较 {#s2-2}
---------------------------

20例晚期肺癌患者外周血中，IgG、IgA水平较健康对照组有所升高，但无统计学差异（*P*分别为0.058、0.086）; IgM水平明显低于健康对照组（*P*=0.003）; 补体C3及C4水平均明显高于健康对照组（*P*分别为0.012、0.004），结果见[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}。

![正常人及晚期肺癌患者体液免疫水平比较（g/L）\
Comparisons of the humoral immunity between advanced stage of lung cancer patients and healthy individuals (g/L)](zgfazz-13-4-331-2){#Figure2}

2.3. 外周血中T、B、NK和调节性T细胞比例的比较 {#s2-3}
--------------------------------------------

20例晚期肺癌患者外周血中B细胞（CD19^+^）及NK细胞（CD3-CD16^+^CD56^+^）百分比显著低于健康对照组（*t*分别为6.50、4.73，*P*分别为0.017、0.038）; 晚期肺癌患者CD3^+^T细胞百分比显著低于健康对照组（*t*=8.75, *P*=0.006）; 患者CD4^+^T细胞百分比及CD4/CD8比例较健康对照组明显减少（*t*分别为5.47、4.26，*P*分别为0.027、0.049），而晚期肺癌患者CD8^+^T细胞百分比较健康对照组增高，但差异无统计学意义（*t*=0.02, *P*=0.886）。此外，15例晚期肺癌患者CD4^+^CD25^+^T细胞百分比及CD4^+^CD25^+^FOXP3^+^T细胞百分比明显高于健康对照组（*t*值分别为5.17、5.93，*P*分别为0.034、0.024），结果见[图 3A](#Figure3){ref-type="fig"}、[B](#Figure3){ref-type="fig"}、[C](#Figure3){ref-type="fig"}。

![晚期肺癌患者和健康人外周血T、B、NK和调节性T细胞比例的比较A：T、B、NK细胞; B：调节性T细胞; C：调节性T细胞流式细胞仪检测结果。\
Comparisons of the cell immunity between advanced stage of lung cancer patients and healthy individu](zgfazz-13-4-331-3){#Figure3}

2.4. 细胞内IFN-γ和IL-4阳性率的比较 {#s2-4}
----------------------------------

10例晚期肺癌患者CD8^+^T细胞内细胞因子IFN-γ阳性率显著低于健康对照组，而患者IL-4阳性率明显高于健康对照组（*t*分别为5.03、7.34，*P*分别为0.038、0.014），结果见[图 4A](#Figure4){ref-type="fig"}、[图 4B](#Figure4){ref-type="fig"}。

![健康人及晚期肺癌患者细胞因子水平测定结果\
Comparisons of the cytokine between advanced stage of lung cancer patients and healthy individuals](zgfazz-13-4-331-4){#Figure4}

2.5. 细胞内穿孔素及颗粒酶阳性率的比较 {#s2-5}
-------------------------------------

10例晚期肺癌患者外周血CD8^+^T细胞内穿孔素及颗粒酶阳性率均显著低于健康对照组（*t*分别为5.27、9.14，*P*分别为0.041、0.011），结果见[图 5A](#Figure5){ref-type="fig"}、[图 5B](#Figure5){ref-type="fig"}。

![正常人及晚期肺癌患者细胞内穿孔素及颗粒酶比率的测定结果\
Comparisons of perforin and granzyme levels in serum between advanced stage of lung cancer patients and healthy individua](zgfazz-13-4-331-5){#Figure5}

2.6. 免疫细胞体外细胞毒性比较 {#s2-6}
-----------------------------

10例晚期肺癌患者外周血单个核细胞对A549及GM823细胞增殖的平均抑制率分别为（13.92±1.48）%、（12.43±1.17）%，显著低于健康对照组（27.49±5.42）%、（25.69±2.97）%（*P* \< 0.05）。

2.7. 免疫细胞体内细胞毒性比较 {#s2-7}
-----------------------------

20例晚期肺癌患者PPD实验中，有16例为阴性，2例弱阳性，2例阳性; 而健康对照组中有2例为阴性，7例弱阳性，两者比较*P* \< 0.01。

2.8. 免疫细胞细胞增殖能力的比较 {#s2-8}
-------------------------------

10例晚期肺癌患者外周血单个核细胞体外连续培养4天，从第1天始，细胞增殖能力均显著低于健康对照组（*P*分别为0.041、0.028、0.045、0.046），结果见[图 6](#Figure6){ref-type="fig"}。

![晚期肺癌患者及健康人外周血单个核细胞的增殖曲线\
The growth curve of the mononuclear cells in peripheral blood between advanced stage of lung cancer patients and healthy individuals](zgfazz-13-4-331-6){#Figure6}

3. 讨论 {#s3}
=======

一般认为， NK细胞和T细胞亚群在肿瘤免疫监视中起着重要的作用，其中CD3^+^/CD4^+^细胞被认为是机体免 疫系统中重要的细胞亚群， CD4/CD8比值被视为监视细胞免疫功能、反映机体免疫状态的重要指标^\[[@b4]\]^。本研究晚期肺癌患者外周血中免疫细胞绝对数显著低于健康对 照组，外周血CD3^+^、 CD3^+^/CD4^+^、 CD3^-^/CD16^+^56^+^T细胞 百分比及CD4/CD8比值较健康对照组明显降低，提示晚 期肺癌患者的免疫细胞明显减少。为了明确免疫细胞功 能，本实验对晚期肺癌患者及健康对照组进行体外细胞毒性试验及增殖试验，结果显示，患者免疫细胞对瘤细 胞株的抑制率及细胞增殖能力均低于健康对照组。而且晚期肺癌患者PPD试验阳性率明显低于健康组，进一步 说明肺癌晚期病人免疫细胞功能低下。同时，患者外周血中主要效应细胞CD8^+^T产生的穿孔素、颗粒酶阳性细 胞百分比明显低于健康组，进一步在分子水平说明了肿瘤晚期机体免疫功能低下的原因。

随着肿瘤免疫研究的深入，发现肿瘤在发生发展过程中并非被动过程，而是通过释放一些因子，诱发骨髓产生免疫抑制细胞^\[[@b5]\]^。CD4^+^CD25^+^T细胞是近年发现的在生理和病理状态下均具有重要免疫调节作用的抑制性T细胞亚群，许多研究显示，在多种肿瘤患者的血液中明显升高，且与肿瘤的病理类型、临床分期和预后有关^\[[@b6]-[@b8]\]^，是目前认为反映肿瘤疾病程度和疗效的良好指标。本研究结果显示，晚期肺癌患者CD4^+^CD25^+^Treg细胞及CD4^+^/CD25^+^/FOXP3^+^Treg占CD4^+^T细胞比例均明显高于健康对照组，提示晚期肺癌患者免疫功能失调与其比例增加有关。

肿瘤免疫抑制可通过抑制抗原提呈细胞的功能，继而抑制T细胞的功能发挥，改变Th细胞因子的分泌谱，使Th1型细胞因子（IFN-γ、TNF-γ、IL-12和IL-2等）分泌水平下降，Th2型细胞因子（IL-10和IL-4等）分泌水平上升，即由Th1向Th2的漂移，从而诱导Treg（CD4^+^/CD25^+^/FOXP3^+^）细胞的产生，并增强其抑制功能，发生免疫逃逸^\[[@b9]\]^。本研究检测结果显示，IFN-γ在晚期肺癌组的表达明显低于健康对照组，而IL-4相反，提示肺癌患者外周血CD8^+^T淋巴细胞向Th1细胞的分化明显减少，而Th2细胞明显增多，产生了由Th1向Th2的漂移。有研究认为，肺癌组织本身通过局部分泌或全身作用于外周血单个核细胞、肿瘤浸润性淋巴细胞，使其向Th2转化，导致机体处于免疫抑制状态，这可能是肿瘤细胞的主动性逃避和对抗机体免疫的机制之一^\[[@b10]\]^。

随着单克隆抗体在临床上的广泛应用^\[[@b11]-[@b13]\]^，体液免疫的抗肿瘤作用需再认识。近几年研究发现肿瘤发展的早期阶段B细胞可以通过使CD4^+^T细胞失活，导致细胞毒性T细胞（cytotoxic T lymphocyte, CTL）免疫功能降低，从而促进肿瘤的生长^\[[@b14]\]^。有研究表明，紫外线可以通过激活淋巴结内B细胞来抑制树突状细胞的功能，从而介导肿瘤免疫耐受^\[[@b15]\]^。但是，近几年的研究对肿瘤晚期患者B细胞是否也有免疫抑制作用结果不一致^\[[@b16],\ [@b17]\]^，有待于进一步探讨。本实验患者组CD19^+^B细胞数明显低于健康对照组，原因尚不清楚。我们以往研究^\[[@b18]\]^及本研究中均发现肿瘤患者IgG、IgA升高，是一种抗肿瘤反应？亦或是封闭性抗体？还是其它原因尚不明确，有待于进一步研究。但结合本研究中患者组补体C3、C4明显高于健康对照组，或许提示即使在晚期肺癌病人中，IgG等升高可能是通过ADCC作用发挥抗肿瘤作用。

总之，晚期肺癌患者无论从数量、功能上，还是体外杀瘤活性、增殖能力、体内PPD反应以及免疫抑制细胞、分子水平上均反映免疫功能低下。但是，本研究未能动态检测免疫功能演进状态，为以后研究的方向。

[^1]: 乌兰图雅和王士勇同为第一作者
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